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3. 克隆获得了分泌型免疫球蛋白 IgM重链基因的 cDNA序列，并揭示了 IgM
基因 mRNA 在赤点石斑鱼各组织分布特点。通过 RACE PCR 获得了 IgM 重链













摘  要 
II 
 
371 bp，开放阅读框 1737 bp，3’端非编码区 151 bp。3’端包括一个加尾信号
（AATAA）和一个多聚 A 尾巴结构。根据 cDNA 序列推导的氨基酸序列由 578
个氨基酸残基构成，Genebank 序列号为 AEK82140，预测分子量为 65 kDa。序
列比对显示，该 IgM 序列与其他已报道的 IgM 序列具有高度同源性，包括一个
信号肽（L）、可变区（VH）、4 个固定区（CH）和一个铰链区（Hinge），初步
推测该 IgM 属于分泌型，并成功构建了赤点石斑鱼 IgM 重链的三维结构。荧光
实时定量 PCR 法对 IgM 的相对定量结果显示，除了性腺之外，在脑、肝脏、肾
脏、脾脏、心脏、鳃、肌肉、胸腺、肠道中均检测到了 IgM 重链 mRNA 的表达。
与 4 月龄相比，18 个月龄鱼的肝脏、肾脏、脾脏、心脏、鳃、胸腺中 IgM 重链
mRNA 显著上调表达（P<0.001），在脑和肠道中显著下调表达（P<0.001），肌肉
中无显著变化。 
4. 克隆获得了抗病毒蛋白 Mx 基因，并揭示了 Mx 基因 mRNA 在赤点石斑
鱼各组织的分布特点。Mx 基因的 cDNA 序列全长为 2200 bp，包括一个开放阅
读框 1848 bp，5’端非编码区 68 bp 和 3’端非编码区 352 bp。其中 3’端非编码区
含有一个 AATAA 加尾信号和一个多聚 A 尾巴结构。根据 ORF 框推导的氨基酸
序列包括 616 个氨基酸残基，分子质量约 69.76 kDa，理论等电点为 5.32。序列
比对发现，该氨基酸序列在石首鱼中同源性高达 80%以上，属于动力蛋白家族成
员之一，具有保守的 GTP 酶结构特征。利用荧光实时定量 PCR 法对 4 月龄和 18
月龄赤点石斑鱼各组织中的 Mx 转录水平进行研究显示，除了性腺之外，脑、肝
脏、肾脏、脾脏、心脏、鳃、肌肉、胸腺、肠道中均检测到了 Mx mRNA 的存在，
其中鳃组织中 Mx 的表达量 高。与 4 月龄幼鱼相比，Mx 在 18 月龄鱼的脑、头
肾、和心脏中显著下调表达（P<0.05），但在脾脏中显著上调表达（P<0.001），
肌肉、肠道、胸腺、肝脏和鳃中无显著变化。 
5. 克隆获得了抗菌肽 hepcidin 基因的 cDNA 序列，并揭示了 hepcidin 基因
mRNA 在赤点石斑鱼各组织中的分布特点。根据一对特异引物经 PCR 扩增在赤
点石斑鱼中获得了一种抗菌肽 cDNA 序列，全长 330 bp，（GenBank 登录号：
JN596423）。该序列包括一个长为 258 bp 的开放阅读框，编码 86 个氨基酸残基。
该氨基酸序列包含一个信号肽，信号肽与成熟肽之间的分割点位于 Ala24 和 
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发现，赤点石斑鱼 hepcidin 属于 4 个半胱氨酸的类型。荧光实时定量 PCR 结果
显示，除了脾脏、脑和肌肉组织之外，肝脏、肾脏、心脏、鳃、胸腺、肠道中均
检测到了荧光信号，其中肝脏组织中 hepcidin 的表达量 高。与 4 月龄幼鱼相比，
18 月龄鱼肝脏中 hepcidin mRNA 水平显著上调表达（P<0.001），而其他组织中
则无显著变化。 
6. 通过 RAG1 基因和 IgM 基因早期表达规律，初步阐明了赤点石斑鱼特异
免疫系统的发育特点，并根据 Mx 基因和 Hecidin 基因的转录水平分析了仔稚鱼
期非特异免疫因子的作用。荧光实时定量 PCR 结果显示，RAG1 基因在孵化后
第 15 天有了明显的转录，在 37 天时有显著表达（P < 0.05），在 80 天时转录量
高，是 37 天的 10 倍以上。IgM 基因则在 23 天开始出现转录，在 29 天有了显
著表达（P < 0.05），30 天之后的转录量均超过 29 天的百倍以上，实验结果说明
由 RAG1 标记的免疫器官在 15 天左右的稚鱼期开始出现，由 IgM 标记的 B 细胞
在 23 天左右的稚鱼期开始具有功能。Mx mRNA 在第 2 天时就被检测到，到 15
天时有了一定的升高，在 23 天和 29 天时有了显著的上调。受精卵即有抗菌肽的

























































Red-spotted grouper (Epinephelus akaara) with high economic value is one of 
the important cultured sea fish. The fact of mass mortality and nervous necrosis virus 
(NNV) infection during larval and juvenile stages baffles the farmers. On the other 
hand, the knowledge of E. akaara immunology is still limited. In order to figure out 
the development of E. akaara immune system, we analyzed several key immune 
related factors from both adaptive and innate immune system using molecular 
biological technique. And the feature of immune system during the early stage of 
development in E. akaara was further clarified. The main results were as followings. 
1. Full length of RAG1 cDNA sequence was cloned and analyzed in E. akaara. It 
included an open read frame (ORF) of 2778 bp (GenBank accession number 
HQ007253). The deduced RAG1 amino acid sequence included 925 amino acids and 
the deduced molecular mass was approximately 105 kDa. Multiple alignment of the 
deduced amino acid sequence indicated that E. akaara RAG1 shared high similarity in 
the functional region (over 90%), which possesses a zinc 
Cys-Cys-Cys-His-Cys-Cys-Cys-Cys (C3HC4) RING finger, a Cys-Cys-His-His 
(C2H2) zinc finger (ZFA) in the non-core region and an nonamer binding region 
(NBR), a zinc finger (ZFB), and the central and C-terminal domains in the core region. 
3D structure models of ZDD and NBR were constructed in fish for the first time. 
2. The expression pattern of RAG1 gene in various tissues was analyzed in both 
juvenile and adult E. akaara. E. akaara -actin cDNA was firstly cloned in this study 
as endogenous control. RAG1 mRNA was mainly detected in the thymus and 
head-kidney using real time PCR (SYBR) but not in other tissues. The RAG1 
transcript level in thymus was significantly higher than that in the head kidney. 
Compared with 4-month old grouper, the level of RAG1 mRNA decreased 
significantly in both thymus and head kidney in 18-month old groupers. RAG1 
protein was also detected in both thymus and head kidney using western blot and 
immunohistochemistry. 
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